










































area  of  phage  therapy,  to  kill  bacterial  infections  using  phages  [2–4].  Phages  offer  a  number  of 











methyl‐N’‐nitro‐N‐nitrosoguanidine  [12]. The use of  random mutagenesis provides  the  ability  to 
create a  large  library of mutants but requires extensive screening  to  identify a mutant of  interest. 
Thus,  other  approaches  have  been  developed  to  create  targeted  mutants  using  homologous 
recombination to introduce the desired mutation, followed by selection of the resulting phage [13]. 
The selection process has proven to be the major bottleneck in the creation of phage mutants. Unlike 




is  the use of a bacterial host gene  that  is essential  for phage  replication but not essential  for host 
growth  [14,15].  In  the  infection  of  E.  coli  by  phage  T7,  the  proteins  thioredoxin  and  cytidine 








this  is  the BRED  system  (bacteriophage  recombineering with  electroporated DNA)  that has been  
used  to  genetically  modify  mycobacteriophages  and  coliphages  [19,20].  BRED  exploits  the 




Another method  to  reduce  the number of phage  that  require  screening  is  the use of a Yeast 
Artificial Chromosome  (YAC)  in Saccharomyces  cerevisiae  [19,20]. Here, a phage genome  can be 
cloned into a YAC, either in one piece or as PCR fragments assembled through gap‐repair cloning 
[23]. Transformation‐associated transformation recombineering (TAR) systems of yeast can then be 





of which used a  type  I CRISPR  system  to  target and  create mutants of bacteriophage T7  [25]. A 
different  type  I CRISPR system has also been used  to create mutants of  the  lytic phage  ICP1  that 
infects  V.  cholerae  [26]. A  number  of  phages  have  been modified with  type  II CRISPR  systems; 




there  is still much  to be  learned concerning what the most efficient system  to use  is. For example 
phage T4  has  been  engineered  by  three  different  groups, with  contrasting  efficiency  for  type  II 
CRISPR [29,30,33]. 
Both Type I and II CRISPR/Cas systems have different essential components that are required 


























































single stranded DNA  fragments  (IDT) and  inserted  into pCas9 vector using Golden Gate cloning 
(Tables S2 and S3, Figure S6). 
2.5. Golden Gate Cloning 

























5×  ISO  Buffer,  0.005 U  T5  exonuclease,  0.03 U  Phusion  polymerase,  5.3 U  Taq  ligase) with  the 
remaining 5 μL made up of vector and inserts at the appropriate ratios. For the assembly of three or 
more  fragments  an  equilmolar  ratio of  fragments was used; when  inserting one  fragment  into  a 





OD600  of  0.3–0.4, whereby phage T7 was  then  added  at MOI  ~0.01. This was  then  followed  by 
incubation at 37 °C with shaking (200 rpm) for 3 hours. The lysate was then filtered through a 0.22 
μm pore size filter and stored at 4 °C until further use. For the in trans selection, the lysate was plated 
on E.  coli BW25113 ΔtrxA  strain  containing pAG30 or pAG31 vectors  that provide wild‐type  tail 
fibres. 
2.9. Confirmation of Phage Mutants 
Following  homologous  recombination  and  selection,  plaques were  picked  from  plates  and 
resuspended in 1 mL of SM buffer. PCR was used to confirm the presence of phage mutants using 
primers to differentiate between wildtype and mutant phages (Table S3). PCR products were Sanger 
sequenced  bidirectionally  to  confirm  products  were  correct.  For  four  phages,  whole  genome 
sequencing was  carried  out. Genomic DNA was  extracted  from  1 mL  of  phage  lysate  using  a 
previously described method [41]. Sequencing libraries were prepared using NexteraXT (Illumina, 




using DNAdiff  using  default  settings  [45]. All  data were  submitted  under  the  project  accession 
PRJEB35760. 
2.10. Type I and Type II CRISPR Screening Assays 




















































(A) Efficiency of plating  (EOP)  for T7 against E.  coli BW25113 containing different  type  I CRISPR 
gRNAs as well as Cas3 (pWUR400) and cascade genes (pWUR397). The (EOP) was determined with 
respect  to a  reference E.  coli  strain BW25113/pAG1. EOP data are presented as  the mean of  three 
independent experiments. (B) EOP data were plotted against GC% of each gRNA. 
E.  coli  BW25113  possesses  an  innate  type  I  CRISPR  system  under  the  control  of  the 
transcriptional repressor H‐NS  (hns)  [48–50]. The  innate CRISPR system  is only active  if H‐NS,  is 
inactivated  (Δhns)  [49]. The E.  coli BW25113 used  in  this  study did not  contain  the  hns deletion, 
however, it was necessary to ensure that the innate CRISPR had no effect on the type I CRISPR used 
here. To verify this E. coli BW25113 containing eight gRNAs, including the most efficient gRNA7, was 




of  two orders of magnitude greater  than we obtained  [25].  It  is possible  the different gRNAs are 
responsible for observed differences  in reduction of wild‐type T7. However, the previous work of 
Kiro et al. 2014, also  induced  the expression of  the CRISPR system prior  to  infection with T7. To 
identify  if  the  pre‐induction  of  a  CRISPR  system  prior  to  phage  addition  results  in  increased 


















Figure  5.  Efficiency  of  gRNA  candidates  as marker‐less  selection  system  in  type  II CRISPR‐Cas 










allows phage BPP‐1  to  rapidly  evolve and  infect  the  constantly  changing  receptors of Bordetella 































produced  an  approximately  1010‐fold  drop  in  phage  progeny,  compared  to  a  ~100×  and  ~1000× 
decrease with the most efficient gRNAs using Type I and II CRISPR systems respectively. Previously, 




























different  organisms  [56,57]. Very  high  or  low GC  content  of  gRNAs  has  been  shown  to  be  an 
important factor in the decreasing efficiency of gRNAs when targeting human cell lines [58], whereas, 
we  found  that  the efficiency of gRNAs  increased with GC content, albeit on small sample. These 
differences are probably not unexpected given the vastly different backgrounds when using a type II 
CRISPR system in human cell lines and bacteria. 
Given  the  number  of  CRISPR  systems  available  to  engineer  phages,  it  is  often  difficult  to 
compare  across  systems.  For  instance,  the Cas9  used  in  this  study  originated  from  S.  pyogenes, 
whereas other  studies have used Cas9  that originates  from S.  thermophiles, potentially  adding  to 
differences  in efficiency,  combined with  the  choice of gRNA  that  is known  to be  critical  [59–61]. 
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